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論文内容の要旨
運動タンパク質キネシンは、微小管 (microtubule ; MT) との相互作用により細胞分裂や細胞内物質輸送を担う生
体分子モーターのーっとして知られている。これまで truncation によって調製された単量体キネシンの「ネックリン
カー」とよばれる保存性の高いエレメントが、ヌクレオチド依存的にその flexibility を変化させるという実験結果か
ら、このエレメントの flexibility switch がふたつのモータードメインを相互に変位させキネシン分子の processivity
(連続滑り能)を生み出していると考えられてきた (Hand-over-hand model)。本研究では実際に二量体キネシンを
用いて、 SDSL-ESR (Site-;Qirected Spin Labeling .Electron Spin Resonance) により、ネックリンカーの flexibility
と 2 つのネックリンカ一間の相互距離を測定することによって、キネシン運動モデルの検証ならびにキネシン動作原
理を解明することを試みた。
大腸菌系で発現させた二量体キネシン (mouse KIF5A) ネックリンカー上 (S332C) の SH 基に、マレイミド系ス
ピンラベル (4-maleimido-tempo ; MSL) を高い効率 (>80%) で特異的に導入することに成功した。 ESR スベク
トルを fitting simulation 解析したところ、回転相関時間 (τr) の異なる二つの成分が共存していた。微小管結合時
に 3 種類のヌクレオチド (ADP，ATP-like ;+AMPPNP/ATP- γS & No Nucleotide ;+apyrase) の共存状態をっく
り各 ESR スベクトルを比較したところ、ヌクレオチド非依存的に flexibility の制限を受けた状態、すなわち ordered






では、 18.5Aにピークをもっブロードな距離分布を示した。 ADP および ATP-like 状態では 15Aにピークもつ距離分
布を示したが、前者が比較的広い分布なのに対し、後者は極めてシャープな距離分布を示した。この結果からヌクレ
オチドフリー状態と ATP 結合状態では 2 つのネックリンカーの相互間隔が異なること、 ADP 結合状態ではヌクレオ
向。ヴ，??
チドフリー状態と ATP 結合状態の transient/mixture 構造をとることが考えられる。以上を総合して考えると、キネ
シンが ATP加水分解サイクルに伴い 2 つのネックリンカ一間の間隔を変える歩行模型が示唆される。
本研究では ESR によるモータータンパク質の距離測定実験に世界で初めて成功し、ネックリンカーのスピン間距
離変化はヌクレオチド依存的であることを発見した。二量体キネシンは ATP 加水分解サイクルに伴い 2 つのネック
リンカーの相互位置をコントロールし、微小管上の processivity を生み出しているものと推定される。
論文審査の結果の要旨









離がヌクレオチド依存的に変化することであり、 ATP 分解と共役して 2 つのネックリンカーが脚のように動く運動模
型について枠組みを与えるものである。
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